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AKE HSC70 基因 克隆 及 表达 模式 分 析 


jh dà. HUE, ASAR ETN 


(扬州 大 学 园艺 与 植物 保护 学 院 , 江苏 扬州 225009) 


摘要 :【 目的 】 近 年 来 ,大 旦 Sesamia inferens ( Walker) 对 水 称 的 为 害 逐 渐 加 重 并 成 为 水 稳 的 重要 害虫 之 一 。 随 着 
AER CAE , KIE BS A; X Bit, dE XR T I] JE E fii, HSP70 家 族 作 为 分 子 伴 侣 参与 生物 生长 发 育 并 对 外 界 刺激 
产生 啊 应 ,对 生物 功能 重 白 质 的 正确 折 痘 及 其 转运 有 着 重要 意义 。 本 研究 旨 在 明确 HSP70 家 族 HSC70 基因 在 
ABC [8] £8 ZR. .不 同 发 育 阶 段 以 及 低温 胁迫 下 的 表达 差异 ,初步 探讨 大 蜡 对 环境 适应 的 分 子 机 理 。【 方 法 】 应 
FH RT-PCR 及 RACE 技术 从 大 量 5 龄 幼虫 中 克隆 得 到 HSC70 基因 ;进行 基因 组 验证 ,得 到 其 基因 组 序列 ,分 析 内 含 
子 的 位 置 及 大 小 ;应 用 实时 定量 PCR 技术 分 析 大 曝 HSC70 基因 的 表达 模式 。【 结 果 】 大 蜡 HSC70 基因 长 2 160 bp, 
命名 为 Sihsc70( GenBank 登录 号 :KJ639908 ) ,开放 阅读 框 长 1 962 bp ,编码 653 个 氨基 酸 ,推测 分 子 量 为 71.6 kDa, 
其 氨基 酸 序 列 中 含有 3 个 HSP70 家 族 保守 序 列 ,在 C- 末 端 存在 细胞 质 定 位 信号 ,说 明 大 量 HSC70 是 细胞 质 热 激 
EAKR o KI HSC70 基因 组 序列 长 度 为 3 522 bp( GenBank 登录 号 :KJ639909) ,含有 2 个 内 会 子 , 长 度 分 别 
为 685 bp( 位 于 编码 区 上 游 ) 和 803 bp( 位 于 编码 区 内 ) ERI 5 龄 幼虫 的 不 同 组 织 中 Sihsc70 表达 量 差 异 不 显 车 
(P>0.05) ,其 中 在 中 肠 、 后 肠 和 体 壁 中 的 表达 量 较 高 ,在 唾 腺 中 的 表达 量 最 低 ;在 大 曝 不 同 发 育 阶段 中 ,Sznsc70 的 
表达 量 在 肉 成 虫 最 低 , 较 高 的 3 个 阶段 依次 为 卵 .2 龄 幼虫 和 5 龄 幼虫 ,分 别 为 内 成 虫 表 达 量 的 6.33,3.21 和 1. 86 
倍 ;相对 于 对 照 组 (27Y ) ,低温 胁迫 对 大 旦 5 龄 幼虫 HSC70 基因 表达 的 影响 差异 不 显著 ( 尼 >0.05)。【 结 论 】 结 
AEG ,大 旦 HSC70 基因 在 不 同 发 育 阶 段 和 幼虫 不 同 组 织 中 具有 不 同 的 表达 水 平 ,而 低温 胁迫 不 能 诱导 该 基因 大 
量 表达 。 
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Abstract: [Aim] In recent years, the pink borer, Sesamia inferens ( Walker) has become one of the 
major pests of rice with its damage increasing. With the global warming, it is further dispersing 
northward. Heat shock protein 70 ( HSP70) family is of great significance for the correct fold and 
transmission of proteins in organisms. HSP70 participates in growth and development of organisms as 
chaperones, and causes responses to external stimuli. Our study aims to understand the expression 
differences of HSC70 gene from S. inferens in different tissues, in different developmental stages and 
under low-temperature stress, and to explore the molecular mechanisms of environmental adaptability of 
S. inferens. [Methods] RT-PCR and RACE were used to clone the full-length cDNA of HSC70 gene from 
the 5th instar larvae of S. inferens. The genomic sequence was demonstrated by genomic validation and 
intron was analyzed by sequence analysis of cDNA. The expression patterns of HSC70 gene were 
investigated by real-time quantitative PCR. [Results] The complete cDNA sequence was obtained and 
named as Sihsc70 ( GenBank accession no. : KJ639908) , which is 2 160 bp in length, containing an 
opening reading frame ( ORF) of 1 962 bp and encoding 653 amino acid residues with the predicted 
molecular weight of 71. 6 kDa. Three conserved sequences of HSP70 family exist in its amino acid 
sequence. The cytoplasmic localization. signal in C-terminus indicated that S. inferens HSC7O0 is a 


cytoplasmic heat shock protein. Analysis of genomic DNA sequence ( GenBank accession no.: 
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KJ639909) demonstrated that HSC70 gene contains 2 introns. The 1st intron, 685 bp in length, is 
located upstream of the coding region. The 2nd intron, 803 bp in length, is located in the coding region. 


The expression levels of Sihsc70 were not significantly different among different tissues of the 5th instar 


larva (P 20.05) , with the higher expression levels in midgut, hindgut and epidermis, and the lowest in 


salivary glands. Sihsc70 had the lowest expression level in female adults, and higher expression levels in 
eggs, 2nd and 5th instar larvae, which were 6. 33-, 3. 21- and 1. 86-fold as high as that in female 


adults, respectively. Compared with the control group (27*C ) , low-temperature stress had no significant 


effect on the expression of Sihsc70 in the 5th instar larvae ( P »0.05). [Conclusion] The results suggest 


that Szhsc70 has different expression levels in different developmental stages and different larval tissues, 


and low-temperature stress would not induce high expression of this gene. 


Key words: Sesamia inferens; HSC70; cloning; expression pattern; real-time quantitative PCR 


TAS H heat shock proteins, HSPs) 是 一 类 广 
泛 存 在 于 各 种 生物 中 可 以 被 多 种 外 界 胁迫 因子 (如 
高 温 低温 .干燥 、 杀 虫 剂 重金属. 饥 俄 和 缺 氧 等 ) 
诱导 表达 的 特殊 蛋白质, 也 被 称 为 应 激 蛋 日 (stress 
proteins ) ( Lindquist, 1986; Nover and Scharf, 1997; 
Feder and Hofmann, 1999; Kregel, 2002), WOME 
Fo EAT FHS I IER A EAER AR . E EI 
质 蜂 膜 运输 , EREHE AE UT ERN S ,促进 错误 
MEEA P ERE , EE EA Jo AI E P MB 
PARE L R E H D IE TR EI IK iif ( Parsell and 
Lindquist, 1993; Hartl and Hayar-Hartl, 2002) 4 TZ 
照 分 子 量 可 以 将 热 激 蛋 白 主要 分 为 5 大 类 :HSP110 
(100 ~ 104 kDa), HSP90(82 ~ 90 kDa), HSP70 
(68 ~75 kDa), HSP60(58 «65 kDa) 4l sHSPs(15 ~ 
40 kDa) ( Denlinger et al., 2001; Lee et al., 2007) , 
HSP70 KIK ERST A36 5 WEAR DJ UR ALBI UA 
集 日 家 族 。 根 据 其 表达 模式 可 以 分 为 3 类 :第 一 类 
是 组 成 型 ( solely constitutive, 以 HSC70 表示 ) ,在 所 
有 细胞 内 均 能 表达 ,不 能 锌 外 界 胁 迫 刺 激 大 量 谣 导 
表达 ;第 二 类 为 诱导 型 (solely inducible ) ,在 正常 细 
胞 中 少量 表达 ,能 够 被 胁迫 刺激 大 量 诱导 表达 ;第 三 
类 为 兼 有 组 成 型 和 诱导 型 特征 的 中 间 型 
( constitutive and inducible ) , 既 在 细胞 中 普遍 表达 ， 
也 可 被 胁迫 刺激 显 阁 诱导 表达 ( Callahan et al., 
2002; Boutet et al., 2003; Ravaux et al., 2007; 
Sørensen, 2010), 上 述 3 类 HSP70 在 结构 上 具有 相 
似 的 特点 ,都 含有 1 个 约 44 kDa 的 N- 端 保守 ATP 
结合 结构 域 1 个 约 18 kDa 的 多 肽 结合 结构 域 和 1 
个 10 kDa 的 C-»m ^R SE DX Ek ( Gkouvitsas et al., 
2009; Zhang and Denlinger, 2010) 。 

KU Sesamia inferens ( Walker) , X. 44 RIEZ 
MXN. Em T ERES H ( Lepidoptera), W "E fl 
( Noctuidae ) , IŻ ll Sesamia, RJ iz^4pfg 
































东南 亚 产 稻 国 家 (菲律宾 .越南 Ai RORIS S) 及 
南 太平 洋 岛 屿 (巴布亚 新 几内亚 等 ) , YE SHE B AS 
印度 等 国家 也 有 报道 ( Azuma, 1977; Mia and 
Iwahashi，1999 ) 。 过 去 的 研究 认为 ,大 旦 在 我 国 的 
分 布 北 限 大 致 在 34?N 的 陕西 周至 .河南 信阳 安徽 
AEF YE 28 E BH — 2X ( 3€ b 2€, 1965 ; 兢 海 南 ， 
1985), BEP ER UE E Ik, KE AIA 4 JG BR TE 
逐渐 问 北 扩展 ,已 经 在 分 布 北 限 以 北 的 稻 区 中 发 现 
KU fe E CREE MARS ARR EURL) SUO — fp 
KEEKEKE EE EAT TEXTIL T 4E TEARS 
THAT BGB KRIE PREE ACER: 6388. [n] FE, XK 29 E RR 
加 重 并 上 升 为 主要 害虫 之 一 ( 陈 复 斌 和 刘 和 福海 ， 
2001 ; 李 洪 山 等 ,2002; 徐 修 龙 等 ,2009; 徐 丽 娜 等 ， 
2011; 2:155 55,2012; £3 P5 ,2014) 。 为 此 ,我们 
XJ A8 HSC70 基因 进行 克隆 ,分 析 其 基因 组 及 和 蛋白 
质 特征 以 及 在 不 同 组 织 、 发 育 阶 段 和 低温 胁迫 下 表 
达 差 异 , 以 探讨 大 坚 对 环境 适应 的 分 子 机 理 , 为 做 好 
该 虫 的 综合 治理 提供 科学 依据 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 供 试 昆虫 

供 试 虫 源 采 目 江 苏 省 扬州 市 郊区 稻田 (32?39” 
N,119?42'E) 。 参 照 韩 超 等 (2012 ) 饲养 方法 ,在 实 
验 室 条 件 下 (温度 27 +10 ,相对 湿度 70% , 光 周 期 
16L: 8D) YE xfi] e KS 3 代 以 上 作 供 试 虫 源 。 
1.2 总 RNA 提取 

取 实 验 室 人 饲养 3 代 以 上 的 5 HER ZI m , 5 H8 
SV Total RNA 分 离 纯 化 试剂 盒 ( Promega ) 说 明 书 步 
又 提取 大 旦 总 RNA。 使 用 1% 3 ]H Pu UE c Ha UK 
(DYY-4C 电泳 仪 ) RI fit E I 2626 BE 1T ( Eppendorf 
BioPhotometer Plus) 检测 RNA 的 完整 度 2t BE 5 yk 
度 。 将 合格 的 总 RNA 样品 于 - 807C 超低温 冰箱 

















7 期 f) 


( Thermo Fisher) 内 保存 备用 。 
1.3 HSC70 基因 中 间 片 段 的 克隆 

将 无 核酸 酶 的 离心 管 置 于 冰 上 ,依次 加 入 :2 pL 
模板 RNA,1 pL 引物 oligo (dT) s, HU DEPC 水 至 15 
RL, 然 后 在 上 述 离心 管 中 依 次 加 入 :5 pL M-MLV 5 
x Buffer,1. 25 uL dNTPs Mixture( 各 10 mmol/L) ,1 
uL M-MLV Reverse Transcriptase 和 2. 75 uL RNase- 
free ddH,0。 将 混合 物 短暂 离心 , 置 于 42C 温 育 60 
min, 然 后 70C 下 加 热 5 min, 反 应 产物 立即 置 于 
-20C 冻 存 备用 。 
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EKA PCR. 管 中 依 次 加 入 :2.5 uL 10 x Taq 
Buffer 2 uL dNTPs,1 uL cDNA 模板 、 上 下 游 引 物 各 
1 kL( 表 1).、0.25 uL Taq 酶 (TaKaRa)。 加 ddH,O 
至 25 uL, Æ PCR 4X (S-100, Bio-Rad) 上 采用 降落 
PCR 438 rH [a] Fr Be, FEJT AH P :947C 预 变性 5 min; 
94*C 变性 30 s,60% 30 s, -1%C/ 循 环 ,72%C 延伸 1 
min 4 9 个 循环 ;然后 94% 变性 30 s,50% 30 s, 
70% 延伸 1 min, 4% 25 个 循环 ;72% 延伸 10 min ;4?C 
保存 。 取 5 pL PCR 产物 进行 1% 3 JE BRE We HE UK 
检测 ,观察 有 无 目的 条 种 。 


表 1 研究 中 使 用 的 引物 


Table1 Primers used in this study 


引物 名 称 引物 序列 (5 -37) 
Primer name Primer sequences 
hsc70DP-F TACTTCAAYGACTCWCAG 
hsc70DP-R TCRAAGTCCTCDCCKCCSA 


hsc7ORACE-5' 
hsc/ORACE-3' 


hsc7/OcDNA-F 


CACATCAAAGGTTCCGCCGCCGA 
GGTGACACACATTTGGGAGGAGAGG 


CTTTGCCGAGTTACTCTACGA 





hsc70cDNA-R CTGTATAATCTGTTGGAATGTTT 
hsc70DNAI-F CTTTGCCGAGTTACTCTACGA 
hsc70DNAI-R TTGTGTTGTTGGGGTTCA 
hsc70DNA2-F TGAACCCCAACAACACAA 
hsc70DNA2-R TGCCACCATCACTGACAA 
hsc70DNA3-F GGTTGTCAGTGATGGTGG 
hsc70DNA3-R CTGTTGGAATGTTTAGTCG 
hsc70qRT-F GCGATGAACCCCAACAACA 
hsc70qRT-R ACAACCTCGAAAGGCCAGTG 
18SqRT-F CAACACGGGAAATCTCACCA 
18SqRT-R GACAAATCGCTCCACCAACTAA 
efl qRT-F GTCGCTTTCGTACCCATTTCT 
efl qRT-R ACAGTCCATCCCTTGAACCAG 
gapdhqRT-F GGTCATCTCCAACGCTTCCT 
gapdhqRT-R ACGTCCATCACGCCACAAT 
rpsl 3qRT-F TGGTAAGGGTATCTCCCAATCA 
rpsl 3qRT-R TCGTCAGCAGTCAGTTTCAGC 
rps20qRT-F CTCATCAATGGAGCCAAGAAAC 
rps20qRT-R GTGCAGGTCAATGACACGCT 
tubqRT-F TTGCTACAGAACCCTCAAAGTGC 
tubqRT-R AGACGTGGGAACGGAACCAT 





KEMIA H RE Jes ERR DERETA 
TAE RS E Yk, ZER Axyprep DNA DERE EKIA KI x 
( Axygen) WPH -B 2 IR [e i: PCR 779). TEH Bur E 
进行 载体 连接 ,方法 参照 pGEM-T Easy Vector 试剂 
盒 ( Promega ) 说 明 书 。 将 连接 产物 进一步 进行 
DH5o 感受 态 细胞 转化 。 阔 液 PCR 初步 验证 后 , 送 
戎 液 至 上 海 英 骏 生 物 技术 有 限 公 司 测序 ,每 个 测序 
送 3 个 以 上 克隆 。 








产物 长 度 (bp) 退火 温度 (%C ) 用 途 
Amplicon size Ta Purpose 
n "em 
257 56 Ra NEN 
Intermediate fragment amplification 
727 65.5 S'RACE 
] 385 65.3 3'RACE 
DNA 全 长 验 1 
2 043 56 NE d 
Verification of full-length cDNA 
947 55 
基因 组 验 1 
920 53 a 
Verification of genome 
1 693 55 
" "m qRT-PCR 检测 目的 基因 
Target gene detection with qRT-PCR 
115 55.6 
86 56.6 
166 56.6 f 
qRT-PCR 检测 内 参 基因 
Reference gene detection with qRT-PCR 
45 60.1 
162 60.1 
159 59.2 


1.4 HSC70 A 5'$0 3'zkm Hr Ra 

参照 SMARTer"" RACE cDNA Amplification Kit 
试剂 盒 ( Clontech ) Ww Hj] 5 45 Ji, 5 fI 3' cDNA. 第 一 条 
链 ,cDNA 产物 保存 于 - 200€ 竺 用 。 根 据 已 得 到 的 
中 间 捕 段 序 列 , 分 别 设 计 S 引物 和 3 引物 ( 表 M). 
S 和 3 片段 扩 增 体系 为 :0.5 uL TaKaRa La Tad (5 
U/uL) ,5 uL 10 x La PCR Buffer HI( Mg * free) ,5 uL 
MgCl, (25 mmol/L),8 uL dNTPs Mixture (各 2. 5 
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mmol/L) ,2 uL 5'2X 3'cDNA 模板 ,2 uL 5|] 5'9y 3' 
引物 (10 mmol/L) , 5 uL. UPM (10 x ),22. 5 uL 
RNase-free ddH;,O, PCR 程序 为 :94% 5 min; 947C 
30 s,68%C 30 s,723% 2 min,35 个 循环 ;然后 723 延 
伸 10 min 后 47 保存 。PCR 产物 的 检测 、 回 收 、 连 
Be 转化、 测序 均 与 中 间 片 段 扩 增 方法 一 致 。 
1.5 HSC70 基因 序列 拼接 与 分 析 

测序 结果 在 GenBank 中 进行 Blast 同 源 序列 检 
7€ ( http://blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi ) 了 予以 
确认 后 用 DNAMAN 拼接 得 到 基因 全 长 ,利用 ORF 
Finder ( http://www. nebi. nlm. nih. gov/gor{/ gorf. 
html) 查找 基因 完整 的 开放 阅读 框 (opening reading 
frame, ORF) 。 然 后 在 ORF 两 侧 设计 引物 进行 基因 
全 长 验证 以 确认 其 准确 性 ( 表 1) 。 使 用 SWISS 生物 
信息 学 研究 所 ExPASy 分 子 生物 学 序列 分 析 工 具 包 
括 翻 译 .评估 pL/MW 和 Blast 分 析 推 导 氨 基 酸 序列 
( Gasteiger et al., 2003) 。 使 用 MEGA6. 06 软件 采用 
邻接 法 、 最 小 进化 法 .最 大 似 然 法 和 最 大 催 约 法 构建 
KR S ETE. 
1.6 HSC70 蛋白 质 结构 分 析 

使 用 Phyre2 ( http ;//www. sbg. bio. ic. ac. uk/ ~ 
phyre2/html ) LJ Ej K Es AEH 70 dec fEHTUL BA 8 E Joa 
模型 为 模板 , Dun X ES EAE JO 结构 模型 
( Kelley and Sternberg, 2009) , fii H] Chimera 软件 调 
整 三 维 结构 和 原子 排列 (Pettersen et al., 2004) 。 
1.7 HSC70 基因 组 验证 

选取 5 龄 大 旦 幼虫 ,参照 AxyPrep 基因 组 DNA 
小 量 试剂 盒 (Axygen ) 说 明 书 步 又 提取 大 旦 基因 组 
DNA。 基 因 组 DNA 样品 置 于 -20Y 冰箱 中 保存 备 
用 。 根 据 已 获得 的 大 蜡 热 激 集 日 基因 全 长 cDNA FE 
列 ,设计 3 对 引物 ,分 3 段 扩 增 基因 组 序列 ,跨越 开 
放 阅 读 框 ( 表 1) PCR 产物 的 检测 、 回 收 、 连 接 、 转 
化 测序 均 与 中 间 片 段 扩 增 方法 一 致 。 测 序 结 采 在 
GenBank 中 进行 Blast 同 源 序列 检索 予以 确认 后 用 
DNAMAN 拼接 得 到 基因 组 序列 全 长 。 与 cDNA 序 
列 全 长 进行 比 对 ,分 析 内 含 子 分 布 情况 。 
1.8 荧光 定量 PCR 检测 

选取 10 3k € PYTRIZE BUR. 5 1824] 3 , 939932 27] R 
腹 足 , 轻 压 虫 体 ,收集 血 淋 巴 于 同一 无 秃 离 心 管 中 ， 
用 液 毛 迅速 冷冻 后 放 入 - 807€ 保存 备用 。 将 提取 和 完 
WKE KRE E E ETER E, E T Ea oa AE 
HIA 3 ip AAEE IR S B P J SRE 
和 唾 腺 ,用 PBS 绥 冲 液 冲 洗 后 ,相同 组 织 收集 在 同 
一 无 阔 离 心 管 中 , 用 液 毛 迅速 冷冻 后 放 入 - 807€ f& 























存 备用 ,每 种 组 织 ( 共 9 种 ) 重 复 至 少 3 次 。 

选取 处 于 不 同 发 育 阶段 的 大 坚 : 卵 ,2 ~3 块 卵 
块 ( 约 50 粒 卵 ) ;1 龄 幼虫 ,2 ~3 RINRI 1 T 
幼虫 ( 约 50 头 );2 龄 幼虫 ,10 头 ;3 龄 幼虫 ,5 3554 
龄 幼虫 ,3 头 ;3 .6 龄 幼虫 . 肾 ( 肉 与 雄 ) 和 成 虫 ( 雌 与 
雄 ) :各 1 k MAARE KRIA -80C 保存 
备用 。 每 种 虫 态 ( 共 11 种) 重复 至 少 3 次 。 

分 别 选 取 室 内 饲养 的 大 坚 5 龄 幼虫 在 低温 恒温 
覃 (HTD0506) 中 -8，-6，-4，-2,0 和 27%( 对 
照 ) 处 理 2 h,27 +1 CRE 2 h 后 观察 存活 率 。 每 种 
处 理 选 取 至 少 3 头 存活 幼虫 ,用 液 氮 迅速 冷 头 后 放 
入 -80Y 保 存 备 用 。 

A FÉ dnd RNA 提取 方法 同 1. 2 5. SR 
PrimeScript RT Reagent Kit Perfect Real Time 试剂 盒 
(Bio-Rad) 说 明 书 步骤 合成 cDNA. 第 一 条 链 。 将 无 
核酸 酶 的 离心 管 置 于 冰 上 ,依次 加 入 :4 ab 5 x 
Reaction Mix, 1 pL 








iScript iScript Reverse 
Transcriptase, 0. 5 ug RNA 模板 , 加 nuclease-free 
ddH,O Ẹ 20 pL。 将 混合 物 短暂 离心 后 置 于 PCR fX 
上 进行 后 续 反 应 ,PCR 程序 为 :25%C 5 min;42%C 30 
min;85C 5 min ,产物 置 于 4% 保存 备用 。 

根据 大 旦 HSC70 基因 全 长 设计 用 于 荧光 实时 
定量 PCR 的 引物 hse70qRT-F 和 hsc70qRT-R ,根据 
前 期 已 获得 的 内 参 基 因 部 分 序列 设计 相应 引物 ( 表 
1)。 不 同 组 织 内 参 基 因 组 合 : 核 糖 体 蛋白 S13 基因 
(rps13) AARE A S20 基因 (7ps20)、 延 伸 因子 1 
基因 (efl ) 和 微 管 重 日 基因 ( 刀 0) ;不 同 发 育 阶段 内 
参 基 因 组 合 :18S 核糖 体 RNA(18S rRNA) efl. Hw 
RE -3 ERR CREE DA] (gapdh ) 和 tub ;低温 处 理 内 参 
基因 组 合 :18S rRNA ,rps20,tub 和 efl 。 以 上 内 参 基 
因 方案 已 经 过 旬 选 验证 ( 另 文 发 表 ) 。 

运用 SYBR Green I tix 4r 2€ J61E íT real-time 
PCR 分 析 。 使 用 CF96X PCR 4X ( Bio-Rad) 进行 PCR 
反应 , 体系 如 下 : iTaq™ Universal SYBR9 Green 
Supermix(2 x )10 uL, E, F25% (10 mmol/L) 4% 
1 pL CR 1) ,eDNA 模板 (10 RERO 2 pL, KH 
ddH,O 6 uL, XG Œ PCR ( real-time quantitative 
PCR, qRT-PCR ) 程序 为 :94% 3 min;94%C 30 s, T, 
(3€ 1)30 s,40 个 循环 ,反应 结束 后 读 取 Ct 但。 作 
hsc70 和 各 内 参 基因 的 炊 解 曲线 及 标准 曲线 。 然 后 
使 用 2-*“ 法 进行 相对 表达 量 分 析 。 
1.9 数据 统计 与 分 析 

使 用 PASW Statistics 18.0 软件 的 Tukey RZ Œ 
比较 检验 进行 大 由 HSC70 基因 表达 差异 分 析 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 大 旦 HSC70 基因 序列 分 析 

VAR. cDNA 为 模板 ,用 中 间 厂 段 引 物 进 行 
PCR 扩 增 得 到 257 bp 的 特异 性 条 和 融 , 经 回收 、 克 隆 、 
测序 。 将 测序 结果 进行 Blast RS H5 yg JE ir Z5 
WIR Sesamia nonagrioides ( Lefebvre) 的 HSC70 基因 
(hsc70) 序 列 对 应 片段 相似 度 达 到 9896 , R HZA 
段 为 大 蜡 HSC70 基因 (nsc70) 中 间 卢 断 。 进 一 步 使 
用 RACE 技术 扩 增 得 到 大 旦 hsc70 的 5 9m 21 (727 
bp) I 39m 7 (1 385 bp) 。 利 用 DNAMAN 拼接 这 
3 个 片段 可 得 到 2 160 bp H KRIE hsc70 全 长 ,cDNA 
序列 全 长 验证 表明 所 获得 的 hsc70 FEA) IE ff n] 36 , 
故 命 名 为 Sihsc70( GenBank 登录 号 :KJ639908 , [rn] 
时 将 大 版 Asc70 与 西非 星人 蔡 夜 蛾 的 hsc70 比 对 ,发 现 
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二 者 之 间 核 苷 酸 序列 一 致 性 高 达 9792 。 

ORF Finder 分 析 显 示 ,Sihsc70 包含 103 bp 的 5'3E 
编码 区 (5’untranslated region ,5' UTR) 1 962 bp 的 ORF 
和 95 bp 的 3' 韭 编码 区 (3'untranslated region ,3'UTR ) , 
3'UTR 末端 具有 上 典型 的 ploy A 结构 。Sihsc70 共 编 码 
653 个 氨基 酸 , 预 测 集 日 质 分子 量 为 71.6 kDa ,预测 等 
电 点 为 5.32。 具 有 3 个 HSP70 家 族 签名 序列 : 
IDLGTTYS( 第 10 -17 位 aa)、IFDLGGGTFDVSIL( 第 
198 —211 位 aa) 和 IVLVCCSTRIPKVQOK( 第 335(349 位 
aa)。 在 第 132 — 139 位 aa 处 有 1 个 ATP-GTP 结合 位 
点 (AEAYLGKT) ,在 第 300 -306 位 aa 处 有 1 个 非 细 胞 
器 保守 位 点 (RARFEEL) ,在 第 251 -256 和 262 — 266 
位 aa 处 有 2 个 核定 位 信号 (KK 和 RRERT) ; € -末端 
(第 650 -653 位 aa) 1 个 保守 的 细胞 质 定 位 信和 号 
(EEVD) „WIH KRA HSC70 是 细胞 质 热 激 和 蛋白 家 族 成 
员 ( 图 1)(Gupta and Golding, 1993) , 
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黄色 表示 3 个 hsp70 家 族 签名 序列 , 蓝 色 表示 1 个 ATP-GTP HAMA, ARR 1 AIERT , 


Fig. 1 


ACATGGGGATTTTTTTCGTGAACAGACGCCGTCAATCGCGCACCTTTGCCGAGTTACTCTACGAGTTAAGTCAACGACTGAGATAGTTAT 
AGAAAATCAAAAAATGGCAGCAAAAGCACCCGCTGTAGGTATTGACTTGGGTACCACTTACTCGTGCGTGGGAGTTTTCCAGCATGGTAA 
AAKAPAV GC BO Por ou HH Rn 
GGTGGAGATCATCGCAAATGACCAGGGCA ACAGGACCACGCCCTCATATGTAGCGTTCACCGACACCGAGCGTCTCATCGGAGATGCCGC 
vv TT A Oe My rE yy hr 人 iT phi [Te li 
CAAGAACCAGGTGGCGATGAACCCCAACAACACAATTTTCGATGCCAAACGTCTCATCGGACGCAAATTCGAAGATGCTACTGTACAAGC 
和 
TGACATGAAGCACTGGCCTTTCGAGGTTGTCAGTGATGGTGGCAAGCCAAAGATCAAGGTTGCATACAAGGGTGAAGATAAAACCTTCTT 
让 
CCCTGAGGAAGTTAGCTCAATGGTGCTCACAAAAATGAAGGAAACAGCCGAGGCATACCTTGGCAAAACGGTGCAGAATGCAGTAATTAC 
PEEYSSMYVYLTKMKX E T WEBI "VO N A VIT 
GGTTCCAGCGTACTTCAATGACTCACAGAGACAAGCCACAAAAGATGCGGGTACCATCTCOGGTTTGAA TGTTCTOCGTATTATCAATGA 
Topf 203 05 nuu lr prk2J225905 1293 L5 R1 1 
ACCAACTGCTGCTGCGATTGCATACGGCCTTGACAAGAAGGGTAGTGGAGAACGAAATGTACTGATTTTCGATCTOGGOGGOGGAACCTT 
ROT A PW mr 67a RRxEsLl5 
TGATGTGTCCATCCTGACCATCGAGGATGGTATCTTCGAAGTAAAGTOCACCGCTGGTGACACACATTTGGGAGGAGAGGACTTCGACAA 
ENENENSBEEESEEÁEAKQKMOQM 7 I E DG IF EV KS TAGDTHLGGEDEDN 
CCGCATGGTCAACCACTTTGTGCAGGAGTTCAAGAGGAAAT ACAAAAAGGACCTTGCCACCAACAAGAGGGCCCTTAGGCGATTGCGCAC 
RMVNHFVQEFKRK Y BW oro4 ENS. 





了 
CGCTTGTGAAAGGGCGAAGAGAACTCTCTCCTCGTCCACACAGGCTAGCATTGAAATCGACTCTCTGTTTGAGGGTATTGACTTCTACAC 


本 
ATCCATTACCAGGGCACGATTCGAGGAACTGAATGCKGATCTGTTCAGATCTACCATGGAGCCTGTGGAGAAGTCCCTCCGTGATGCAAA 
SIT [EN AD LFRSTMEPYVYVEKSLRDACSK 
GATGGACAAGTCTCAAATCCACGATATCGTACTTGTAGGTGGTTCTACTCGTATTCCCAAAGTGCAGAAGCTCCTTCAAGACTTCTTTAA 
MD I WD rp 
TGGCAAGGAGCTTAACAAATCCATCAACCCCGACGAGGCCGTAGCTTACGGTGCTGCCGTCCAGGCCGCCATCTTGCACGGTGACAAGTC 
GkKEL HRS INP EH YAO A YO ITLHO yy EK, 
TGAGGAGGTACAGGATCTGCTGCTTCTCGACGTGACTCCGCTGTCGCTCGGTATCGAAACGGCCGGTGGTGTCATGACCACCCTCATCAA 
RII OREL RU Lc a ucl 
ACGCAACACCACTATTOCCACCAAGCAGACCCAGACCTTTACCACCTACTCTGACAACCAGCCTGGAGTACTCATTCAGGTCTTCGAGGG 
1 wc ToC TET ied TNT EU EIS NEN ONU 
CGAGCGCGCCATGACCAAGGATAACAATTTGCTCGGAAAGTTTGAGCTGACCGGCATTCCTCCCGCGCCGCGTGGCGTACCTCAAATCGA 
Com Wr RN I RT I 
AGTCACCTTCGACATCGACGCTAACGGCATTCTTAACGTGTCTGCCGTCGAGAAATCGACTAACAAGGAGAACAAGATTACCATTACCAA 
y TR pl Fhe NV a Vp og TH EN RT TI TT N 
CGACAAAGGCCGTCTTTCAAAGGAAGAGATTGAGCGCATGGTCAATGAGGCCGAGAAATACAGGACTGAGGATGAGAAGCAGAAGGAGAC 
| EO Rl Sh ET PR MY NEE EY HN TE DE EW RE Sq? 
CATCCAGGCTAAGAATGCTCTGGAATCTTACTGCTTCAATATGAAGTCCACAATGGAGGATGAGAAGCTCAAGGACAAAATCTCWGACTC 
Te MM TN Rl N 
TGACAAACAGACTATCTTGGACAAGTGCAACGACACCATCAAATGGCTGGACTCCAATCAGCTGGCTGATAAGGAAGAATATGAGCACAA 
Re rl TR I 
GCAGAAGGAGCTGGAAGGCATTTGCAACCCTATTATCACAAAGATGTACCAGGGAGCAGGTGGTATGCCCGGCGGTATGCCCGGTGGTAT 
RR ET TT TERY? 
GCCCGGCTTCCCTGGAGOCGCTCCCGGCGCTGGAGGTGCTGCCCCCGGTGGCGG TGCCGGOCCTACCATCGAAGAGGTCGACTAAACATT 
PGFPGAAPGAGGAAPGGGAGPTI DN - 
CCAACAGATTATACAGCAAGCTTTTACTGATAT TGCAGTAT TCAACTACAGTACAGTGTCTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAA 


图 1 AI HSC70 基因 cDNA 序列 及 其 编码 氨基 酸 序列 


Nucleotide and deduced amino acid sequences of HSC70 gene from Sesamia inferens 












绿色 表示 2 个 核定 位 信 


号 ,红色 表示 细 


胞 质 定 位 信号 。Three signature sequences of Asp70 family are shaded in yellow, a putative ATP-GTP binding site are in blue, an organelles conservative 


site is in purple, two nuclear localization signals are in green, and the cytoplasmic HSC70 carboxyl terminal region is in red. 
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2.2. Ki HSC70 结构 预测 

使 用 Phyre2 软件 (http://www. sbg. bio. ic. ac. 
uk/ ~ phyre2/html ) ， 以 酿酒 本 Saccharomyces 
cerevisiae ( Hansen) HSP70( PDB ID: c34d2fC ) ( Polier 
et al., 2008) 为 模板 预测 出 SiHSC70 结构 模型 。 通 
过 序列 搜索 ,可 以 在 预测 结构 中 找到 3 个 HSP70 家 
族 签名 序列 、1 个 ATP-GDP 结合 位 点 、1 AP 3EZRUI SR 
保守 位 点 和 2 个 核定 位 信号 (图 2) 。 
2.3 KE HSC70 基因 组 序列 分 析 

通过 实验 获得 Sihsc70 的 基因 组 序列 ,长 度 为 
3 522 bp( GenBank X$5it 5: KJ639909) , Xf T5 cDNA 
序列 发 现 SihscTO 含有 2 个 内 合子 ,长 度 分 别 为 685 
bp 和 803 pp。 前 者 位 于 第 61 -745 bp( 基 因 组 序 
列 ) , fib bC EUR, KRA Z3 EC ; Jer DT 58 954 - 
1 756 bp( 基 因 组 序列 ) ,编码 区 内 ,将 编码 区 分 割 成 
208 bp 和 1 754 bp 的 前 后 2 MAE IBEA HH 
外 2 个 种 hsc70 基因 组 序列 表明 ,Sihsc70 的 内 含 子 
数量 .插入 位 置 和 长 度 有 所 不 同 ( 图 3)。 尽 管 大 蜡 
和 八字 地 老 席 Xestia c-nigrum 都 含有 工 个 编码 区 外 
的 内 含 子 , 但 不 同 于 大 坚 的 是 ,八字 地 老 谋 的 编码 区 
外 内 含 子 长 度 (561 bp) Wiki T KR , HL 5j 2i 3 DC 7 
间 也 存在 6 bp 的 间隔 ,而 Sihsc70 无 间隔 。3 种 昆虫 


KIH Sesamia inferens 
685 b 

















803 bp 
八字 地 老虎 Xestia c-nigrum 
561 bp 157 bp 213bp 87 bp 
TOU BK Trichoplusia ni 
485 bp 


57 卷 





图 2 KIE HSC70 结构 预测 图 
Fig.2 The structural prediction of HSC70 from Sesamia inferens 





图 中 黄色 表示 3 个 HSP70 家 族 签名 序列 , 蓝 色 表示 1 个 ATP-CDP 结 
合 位 点 ,紫色 表示 1 个 非 细 胞 占 保 守 位 点 ,绿色 表示 2 个 核定 位 信 
c. Three signature sequences of HSP70 family are indicated in yellow, 
a putative ATP-GTP binding site is in blue, an organelles conservative 


site is in purple, and two nuclear localization signals are in green. 





的 HSC70 基因 的 编码 区 内 都 存在 内 含 子 ,但 八字 地 
老虎 和 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 分 别 有 7 个 和 2 个 
编码 区 内 内 含 子 , 均 多 于 大 旦 (1 个 ), 旦 其 位 置 不 保 
SP.IKBEUAS TR 


86bp — 135bp 101 bp 218 bp 


139 bp 


图 3 3 Bp E Eb d, HSC70 基因 基因 组 DNA 结构 图 
Fig.3 Structural analysis of the genomic sequence of HSC70 genes from three lepidopteran species 
黑色 为 非 编 码 区 ; 葛 色 为 内 含 子 , 上 方 数 据 为 该 内 含 子 长 度 ;红色 为 编码 区 。 Untranslated regions are in black; introns are in blue, and the 


numerals above indicate the length of regions; and the coding regions are in red. 


2.4 KE HSC70 系统 发 育 分 析 

利用 MEGA6. 06 软件 基于 邻接 法 、 最 小 进化 
法 最 大 人 简约 法 和 最 大 似 然 法 将 钱 邓 上 日 昆虫 19 种 
HSC70( 包括 16 种 细胞 质 HSC70 和 3 种 内 质 网 
HSC70) V A Œ H Rby Drosophila melanogaster 的 细 
胞 质 HSC70 SKRE HSC70 进行 系统 进化 分 析 。 人 发 
现 4 种 建树 方法 得 到 进化 关系 一 致 ,因此 在 本 研究 
中 只 显示 了 最 大 似 然 法 所 得 结果 (图 4)。 由 图 4 可 
Ji, ,细胞 质 HSC70 与 内 质 网 HSC70 明显 分 为 两 文 ， 








而 鳞 翅 目 昆 虫 的 细胞 质 HSC70 全 部 聚 在 一 支 。 大 
蜡 与 其 他 夜 蛾 科 昆 虫 聚 为 一 文 。 由 此 可 以 看 出 ,我 
们 实验 获得 的 Sihsc70 序列 是 正确 可 徘 的 。 
2.5 Sihsc70 的 表达 差异 分 析 

经 qRT-PCR 分 析 ,目的 基因 及 各 内 参 基 因 的 熔 
解 曲 线 均 为 单 峰 , 扩 增产 物 单 一 , 扩 增 效率 在 
93.596 ~107.3% 之 间 , 标 准 曲 线 的 R 值 也 均 大 于 
0.950。 达 到 进行 实时 定量 人 研究 的 基本 要 求 
( Huggett et al., 2005) 。 
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Mamestra brassicae 
64 
Helicoverpa zea 


Helicoverpa armigera 


58 
Sesamia inferens X 


夜 蛾 科 
Noctuidae 


Sesamia nonagrioides 

Trichoplusia ni 

Anticarsia gemmatalis 

Bombyx mori 

Manduca sexta 

Melitaea cinxia (HSC70-1Chi) 
98 Melitaea cinxia (HSC70-1Fin) 


Danaus plexippus 


质 HSC70 
Cytoplasmic HSC70 


细胞 


Ostrinia furnacalis 
99 Omphisa fuscidentalis 
59 Chilo suppressalis 
Plutella xylostella 

Papilio polytes 


Drosophila melanogaster 


Plodia interpunctella 
100 Melitaea cinxia (HSC70-2Chi) 
98 Melitaea cinxia (HSC70-2Fin) 


图 4 KE HSC70 与 其 他 昆虫 HSC70 的 系统 发 育 树 (最 大 似 然 法 ) 
Fig.4 Phylogenetic tree of SIHSC70 and other insect species based on maximum likelihood method 
HSC70 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of HSC70 proteins and their GenBank accession numbers; Mamestra brassicae: H AX IR, QOKKB3; 
Helicoverpa zea ; MARES E, C8CCRA ; Helicoverpa armigera: WRES H , 19671576; Sesamia inferens; KI., KJ639908 ; Sesamia nonagrioides , FJER 
ZAR, Q4ZJ79; Trichoplusia ni; 粉 纹 夜 峨 ，Q94805 ; Anticarsia gemmatalis: $E x; 4x, E3VS41; Bombyx mori; ZÆ, Q8NOP2; Manduca sexta : 
烟草 天 蛾 ，Q9U639; Melitaea cinxia HSC70-1Chi; JERIIENE, 526299343; Danaus plexippus: 黑 脉 金 斑 蝶 ,G6DDQ9; Omphisa fuscidentalis: 4T 38 
i. 145693223; M. cinxia; HSC70-1Fin; 庆 网 峡 蝶 , 526299329 ; Ostrinia furnacalis: 亚洲 玉米 旺 , ESLEV4; Chilo suppressalis; — (Eis , Q3V6C5; 
Plutella xylostella: / NR, Q2WG65 ; Papilio polytes; 玉带 风 蝶 , I4DQY2; Drosophila melanogaster; HAN i, 24663988; Plodia interpunctella ; 印 
ERI, 124013458; M. cinxia HSC70-2Chi ; JX RIER , 526299417 ; Melitaea cinxia HSC70-2Fin; JX WJ IEHE , 526299400, HSC70 amino acids were 


内 质 网 

HSC70 
Endoplasmic 
reticulum 
HSC70 





from the following species with their accession numbers; Mamestra brassicae ( QOKKB3 ) , Helicoverpa zea ( C8CCRA ) , Helicoverpa armigera 
(219671576) , Sesamia inferens ( KJ639908 ) , Sesamia nonagrioides HSC70 ( Q4ZJ79) , Trichoplusia ni ( Q94805) , Anticarsia gemmatalis ( ESVSA1) , 
Bombyx mori ( Q8NOP2) , Manduca sexta ( Q9U639) , Melitaea cinxia HSC70-1Chi (526299343) , Danaus plexippus ( G6DDQ9 ) , Omphisa fuscidentalis 
(145693223) , M. cinxia HSC70-1Fin (526299329) , Ostrinia furnacalis (ESLEVA) , Chilo suppressalis ( Q8 V6C5) , Plutella xylostella ( QQWG65 ) , 
Papilio polytes ( 1DQY2) , Drosophila melanogaster (24663988) , Plodia interpunctella (124013458) , M. cinxia HSC70-2Chi (526299417) , and M. 
HSC702Fin (526299400). 各 分 支 上 的 数字 为 自 引导 值 (1 000 次 重复 , 仅 显 示 > 50 的 值 ) Numbers on the branches are the bootstrap values 


obtained from 1 000 replicates ( only bootstrap values »50 are shown). 


2.9.2 


2.5.1 在 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 差异 分 析 : 结 
RRHH ,Sihsc70 4E KR 5 龄 幼虫 的 不 同 组 织 中 均 有 
表达 。 其 中 在 唾 腺 中 的 表达 量 最 低 ; 在 中 上 肠 中 的 表 
达 量 最 高 ,达到 唾 腺 的 4.48 倍 ;其 次 是 在 体 壁 和 后 
肠 , 表 达 量 分 别 达 到 唾 腺 中 的 3.50 和 3.33 倍 ; 头 
部 .前 肠 、 血 淋巴 .脂肪 体 和 马 氏 管 中 的 Sihsc70 表达 
量 分 别 为 唾 腺 的 1. 84, 2.14, 2.65, 2.51 和 2. 50 
倍 ( 图 5: A)。 但 方差 分 析 结 果 表 明 ,Sihsc70 在 各 组 
织 中 的 表达 差异 不 显 闭 ( 了 1 =0.941,P =0. 508)。 














不 同 发 育 阶段 中 的 表达 差异 分 析 : Sihsc70 在 
大 恒 各 个 发 育 阶段 中 均 有 表达 ;其 中 在 雌 成 虫 体内 表 
达 量 最 低 ,在 卵 中 的 表达 量 最 高 ,显著 高 于 其 他 发 育 阶 
段 (Fw =17.411,P <0.001) ,达到 雌 成 虫 表达 量 的 
6.33 倍 ;在 2 龄 幼虫 体内 的 表达 量 次 之 ,达到 雌 成 虫 的 
3.21 fii; SihscTO 在 5 龄 幼虫 中 的 表达 量 为 雌 成 虫 的 
1.86 倍 ;1, 3, 4 和 6 龄 幼虫 , 雌 晴 , 雄 贤 和 雄 成 虫 中 相 
对 表达 量 为 肉 成 虫 的 1.08 ~1.25 倍 (图 5$: B). 

2.5.3 低温 胁迫 下 的 表达 差异 分 析 : 大 蜡 5 龄 幼虫 
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经 0 fl — 2?C 处理 后 ,Sihsc70 表达 量 上 略微 下 降 , 分 别 
为 对 照 组 (27%C ) 的 85.03% 和 80.79% ; 当 处 理 温度 
为 -4, -6 fl 8C IE, KIRAN Sihsc70 表达 量 增 
加 ,分别 达到 对 照 组 (27% ) 的 1.33,1.74 和 1.71 倍 
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KYE HSC70 基因 (Sihsc70) 在 5 龄 幼虫 不 同 组 织 (A) ARRA BEBE CB) 和 低温 胁迫 下 (C) mRNA 相对 表达 量 
Fig.5 Relative mRNA expression levels of HSC70 gene ( Sihsc70) in different tissues of the 5th instar larva (A) , 


图 5 
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(图 5: C)。 这 表明 -40 ~ -8C 的 低温 对 Sihsc70 
的 表达 有 一 定 的 诱导 作用 ,但 方差 分 析 结 果 表 明 表 
达 差 异 不 显著 ( ,=1.218,P=0.363) ,这 也 说 明 
该 基因 为 组 成 型 的 HSP70 基因 。 
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in different developmental stages ( B) and under low-temperature stress ( C) 
HE; 头 部 Head; EP; 体 壁 Epidermis; FG; 前 肠 Foregut; MG; 中 肠 Midgut; HG: 后 肠 Hindgut; HC: 血 淋 巴 Haemocytes; FB; 脂肪 体 Fat body; 
MT: 马 氏 管 Malpighian tubules; SG; KEJ Salivary glands. E; BH Egg; Ll: 1 龄 幼虫 lst instar larva; L2: 2 fih4]] rli 2nd instar larva L3 ; 3 龄 幼虫 3 上 d 
instar larva; L4; 4 龄 幼虫 4th instar larva; 5; 5 龄 幼虫 Sth instar larva; L6; 6 龄 幼虫 6th instar larva; FP; MEN Female pupa; MP: 雄师 Male pupa; 
FA; Female adult; MA: MEK, Male adult. 每 个 处 理 3 个 重复 ,图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 ; 柱 上 不 同 字 母 表示 相对 表达 量 差异 显著 ( 忆 < 


0.05 ,Tukey 氏 多 重 比较 检验 ) 。Each treatment includes three replicates. The data are denoted as mean + SD. Different letters above bars represent 














significant difference in relative expression level at the 0. 05 level ( Tukey’ s multiple comparison test ) . 


3 讨论 


大 量 在 早年 一 直 被 认为 是 水 稻 上 的 次 要 害虫 ， 
人 们 也 一 直 不 重视 它 的 防治 与 研究 。20 世纪 70 年 
代 后 期 大 旦 种 群 数量 开始 上 升 ,80 年 代 到 90 初期 
大 则 种 群 数量 局 部 地 区 上 升 很 快 , 但 为 害 没有 像 二 
[EE Chilo suppressalis ( Walker) FU — 4% $E. Tryporyza 
incerlulas ( Walker) HRA j^ *& (tH $8 3x , 1983) ;90 年 
代 中 期 至 今 ,大 旦 在 我 国 东 部 一 些 稻 区 的 危害 已 超 

















过 二 化 旦 ,并 由 次 要 害虫 上 升 为 主要 害虫 (美和 生 
等 ,1995 ; 陈 复试 和 刘 福 海 ,2001 ; EH L SE , 2002 ; fg 
修 龙 等 ,2009 ;人 徐 丽 娜 等 ,2011; 吉 海龙 等 ,2012; 攀 道 
怀 等 ,2014)。 根 据 我 们 的 调查 人 研究 ,大 坚 的 危害 区 
域 也 有 回 北 延伸 的 趋势 。 热 激 重 日 是 一 类 啊 应 环境 
胁迫 的 重要 各 白质 ,而 HSP70 是 热 激 和 集 日 家族 中 与 
生物 体 环境 适应 性 最 为 相关 的 一 类 热 激 重 日 
( Sonoda et al., 2006a; Rinehart et al., 2007 ; Zhang 
and Denlinger, 2010) , 为 此 我 们 应 用 RT-PCR 及 
RACE 技术 首次 克隆 得 到 了 大 是 HSC70 基因 ,并 对 
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其 表达 进行 了 研究 。 

本 研究 克隆 获 得 的 基因 编码 653 MAER, TR 
iE EA RAT 3-5 71.6 kDa, 在 预测 氨基 酸 序列 中 
也 发 现 了 3 个 HSP70 家 族 标 签 序列 。 这 些 序 列 特 
fiE Ej pu dE tE mq dE. DR UH fS PT E Helicoverpa zea 
( Boddie) , — 45 $E 55 EL IR B] TA TCR A 70 基 
( Gkouvitsas et al., 2009; Zhang and Denlinger, 
2010 ; ££ R 55, 2010 ) 类似 ,这 表明 我 们 获得 的 基 
因 属 于 HSP70 基因 家 族 。 有 人 研究 表明 ,Asp70 在 胁 
迫 条 件 下 很 短 的 时 间 内 可 被 诱导 表达 数 十 其 至 数 百 
音 , 常 不 含有 内 含 子 ;而 hsc70 在 胁迫 条 件 下 表达 量 
AREAS E SE, a ANA T (Chuang et al., 2007; 
Wang et al., 2008) 。 本 人 研究 克隆 得 到 的 Sihsc7O 含 
有 2 个 内 含 子 , 且 -4% ~ -8C 的 低温 对 Sihsc70 的 
表达 诱导 差异 不 显 车 , 仪 使 其 表达 量 比 对 照 组 
(27C) 分 别 增加 了 0.33 fi ( - 4'10),0. 74 f 
( -6C ) 和 0.71 倍 (0 -8Y% )。 可 能 正 是 因为 Sihsc70 
为 组 成 型 的 HSP70 基因 ,其 功能 以 细胞 基本 生理 活 
动 有 关 , 不 能 对 短 时 间 内 的 低温 胁迫 进行 啊 应 , 换 句 
话说 ,其 不 能 被 短 时 间 内 的 低温 胁迫 大 量 诱导 表达 ， 
所 以 才 “ 允许” 其 中 有 内 含 子 的 存在 ;可 以 肯定 ,大 
蜡 也 具有 诱导 型 的 HSP70 基因 ,其 中 可 能 无 内 含 子 
存在 ,以 便 对 环境 胁迫 快速 啊 应 ,这 需要 进一步 的 研 

本 人 研究 中 ,昆虫 HSC70 系统 发 育 树 被 分 成 2 
文 ,这 2 个 分 文 包括 了 2 类 位 于 不 同 亚 细胞 位 置 的 
HSC70( 细胞 质 HSC70 和 内 质 网 HSC70) , X 
HSC70 与 其 他 细胞 质 HSC70 聚 在 一 起 ,可 见 我 们 实 
验 获 得 的 大 旦 HSC70 基因 序列 是 正确 可 徘 的 。 本 
研究 得 出 系统 进化 关系 符合 传统 形态 学 分 类 观点 ， 
故 HSC70 基因 可 以 作为 标记 基因 人 研究 物种 系统 进 
化 天 不 8 

EAEN tE Sarcophaga crassipalpis 中 ,hsc70 在 
脑 、 真 皮 、 中 肠 和 脂肪 体 中 的 表达 量 依次 减少 
( Denlinger et al.，2001 ) 。 而 本 研究 的 结果 显示 ， 
SihscTO 在 中 肠 、 后 肠 和 体 壁 中 的 表达 相对 较 高 。 这 
可 能 是 因为 ,大 晨 中 肠 主要 功能 是 分 泌 消 化 液 、 消 化 
食物 和 吸收 营养 物质 ,需要 合成 大 量 消化 酶 ,需要 大 
量 HSC70 协助 消化 酶 前 体 正确 折合 和 运输 ;而 行使 
重 吸 收 水 分 无 机 盐 和 其 他 和 营养 物质 等 功能 的 后 肠 
与 中 肠 一 样 ,不 可 避免 会 接触 到 食物 中 的 有 毒物 质 ， 
这 些 有 毒物 质 会 使 很 多 功能 蛋白 质变 性 失 活 ， 
Sihsc70 在 后 肠 与 中 肠 中 具有 和 较 遍 的 表达 量 可 以 使 
重要 功能 重 白 质 免 遭 这 些 毒素 的 危害 ; 体 壁 是 大 量 






























































体内 环境 与 外 界 环 境 之 间 的 屏障 ,环境 胁迫 因子 直 
接 作 用 在 体 辟 上 ,Sihsc70 在 此 处 大 量 表 达 可 以 协助 
大 旦 抵抗 环境 胁迫 的 危害 。 此 外 ,有 研究 发 现 , 热 油 
集 日 在 调控 昆虫 生长 发 育 方面 起 到 重要 的 作用 
( Morrow and Tanguay, 2003; Sharma et al., 2007) , 
美洲 斑 潜 晶 Liriomyza sativa Blanchard , F} £x 4 IR 
Spodoptera litura ( Fabricius ) 4lpt 4e tij = Frankliniella 
occidentalis ( Pergande ) 的 Asc70 随 着 生长 发 育 呈 上 
调 的 趋势 ,在 成 虫 期 达到 最 大 值 (Huang et al., 
2009; Shu et al., 2011 ; 李 鸿 波 ,2013 ) , IE hsc70 
的 表达 模式 与 它们 不 同 ,Sihsc70 在 卵 、2 龄 幼虫 和 5 
龄 幼虫 期 表达 量 较 其 他 发 育 阶段 高 ,这 可 能 是 大 量 
HSC70 与 前 3 种 昆虫 的 HSC70 在 各 目 生 长 发 育 过 
程 中 作用 不 同 的 原因 。 有 人 研究 表明 , iil Be US F 
— tti 西非 星 葵 夜 蛾 、 黑 腹 采 晶 、 栅 铃 虫 和 日 师 虫 
Ericerus pela Chavannes 的 hsc70 表达 (Sonoda et al., 
2006b; Gkouvitsas et al., 2009; Colinet et al., 2010; 
Zhang and Denlinger, 2010; »xl|28 2585€ ,2013) 。 而 本 
研究 表明 , SihscTO 在 低温 胁迫 下 虽然 有 上 调 表 达 的 
趋势 ,但 诱导 强度 并 不 大 ,这 也 说 明了 该 基因 为 组 成 
型 的 HSP70 基因 。 

WIR R E S KE HSP70 家 族 中 组 成 型 成 
员 ,而 诱导 型 和 中 间 型 的 HSP70 TER rp qw TAE 
在 ,我 们 将 在 今后 的 人 钱 究 中 对 这 两 种 类 型 的 HSP70 
展开 人 研究。 此 外 ,本 人 研究 也 仅仅 是 从 基因 水 平 研究 
Y SR HSC70 的 表达 ,有 必要 从 和 集 日 质 水 平 或 采用 
RNA 干扰 技术 来 研究 该 基因 的 表达 及 功能 ,特别 是 
人 研究 大 临 各 种 热 激 和 蛋白 之 间 以 及 热 激 集 日 与 其 他 逆 
境 胁 担 啊 应 集 日 质 之 间 的 相互 天 系 ,这 对 了 解 大 申 
对 环境 胁迫 适应 的 分 子 机 理 具 有 重要 意义 。 
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